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RESUMO

SANTOS, Moema Mocaiber Peralva dos; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Dezembro, 2010. Atividade Antimicrobiana /n Vitro De
Extratos Vegetais Das Espécies Mangifera indica, Eugenia Jambolana, Schinus
terebinthifolius, Capsicum annuum, E De Andlogos Sintéticos Da Capsaicina,
Frente Aos Microrganismos Da Cavidade Oral. Orientador: Ivo José Curcino
Vieira. Co-orientador: Olney Vieira da Motta.

A razao desse estudo foi determinar a agao antimicrobiana de analogos a
capsaicina como novas drogas para doengas bucais, bem como oportunidade
para a selegao de substancias com maior agao antimicrobiana e menor ardor. O
extrato de pimenta em acetato de etila, diclorometano e hexano, bem como
diferentes substancias naturais e sintéticas analogas a capsaicina foram testados
sobre diferentes bactérias e Candida albicans, usando-se para avaliacdo da acao
antimicrobiana o método de difusdo em agar e a concentragdo minima inibitoria
foi obtida pelo método de diluicdo em meio liquido. Os microrganismos usados
nesse estudo foram fornecidos pela FIOCRUZ-RJ e incluem Streptococcus
mutans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Candida albicans. O antibiético Gentamicina (10 pg/mL) foi utilizado como
controle positivo nos bioensaios com bactérias e o nitrato de miconazol (50% v/v)
como controle positivo nos bioensaios com o fungo E. faecalis e E. coli nao foram
inibidas por nenhum dos tratamentos utilizados. O Streptococcus mutans foi
sensivel ao extrato de pimenta apresentando um halo de inibigao de 11,96 mm,

bem como as substancias dihidroxicapsaicina (15,30 mm), SA1 (16,20 mm), SA2

Xiii



(19,20 mm) e SA4 (20,1 mm). A P. aeruginosa apresentou-se sensivel pela
quantificagdo do halo de inibicdo as substancias: Capsaicina (11,77 mm), SA3
(10,170 mm) e SA4 (13,50 mm). O fungo, C. albicans, s6 apresentou sensibilidade
a substancia SA2 com halo de inibicdo de 9,55 mm. O extrato bruto de C. annuum
em acetato de etila inibiu o crescimento de S. mutans na concentragdo minima
inibitéria de 2,5 mg/mL. Quanto a fracdo que continha capsaicina e
dihidroxicapsaicina (FRA) e os analogos sintéticos da capsaicina (SA2, SA3 e
SA4) apresentaram concentragdo minima inibitéria de 2,5 pg/mL. Os dados
apresentados demonstram o potencial antimicrobiano das substancias testadas

contra microrganismos patogénicos.
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ABSTRACT

SANTOS, Moema Mocaiber Peralva dos; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. December, 2010. In vitro Antimicrobian activity of
vegetal extracts of the species Mangifera indica, Eugenia jambolana, Schinus
terebinthifolius, Capsicum annuum, and of the synthetic analogs of Capsaicin,
against of microorganisms of the oral cavity. Adviser: Ivo José Curcino Vieira. Co-
adviser: Olney Vieira da Motta.

The rationale of this study was to determine the antimicrobial activity of
synthetic analogs compounds of capsaicin like new drugs for oral diseases, as
well as opportunity for selection of compounds with high antimicrobial activity and
small ardor. Ethyl acetate, dichloromethane and hexane extracts from spice, and
the compounds in nature and synthetics analogues to capsaicin were screened
against different bacteria and Candida albicans using the agar diffusion method,
and the extracts which showed positive antimicrobial activity were tested for the
determination of minimum inhibitory concentration (MIC). The microorganisms
used in this study were provided by FIOCRUZ-RJ and included Streptococcus
mutans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis and C.
albicans. The antibiotic, Gentamicine (10 pg/mL) and the fungicide, miconazol
nitrate (50% v/v), were used as positive controls to bacteria and fungi,
respectively. E. faecalis e E. coli were found to be tolerant to all the extracts and
synthetic analogs of capisaicin, at the concentrations tested. S. mutans showed to
be susceptible to extract from C. annum tested in the present study, with zone of
inhibition of 11,96 mm, as well as to the compounds dihydroxycapsaicin (15,30
mm), SA1 (16,20 mm), SA2 (19,20 mm) and SA4 (20,1 mm). When Pseudomonas
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aeruginosa was exposed to the capsaicin, SA3 and SA4 were observed the zones
of inhibition of 11,77; 10,10 and 13,50 mm, respectively, with discrete antibacterial
activity. The strain of C. albicans did not show any inhibition when exposed to all
treatments, except when used the compound SA2 (9,55 mm). Ethyl acetate extract
from C. annum inhibited the growth of all the bacteria tested in this study at
concentration of 2,5 mg/mL. However, the extract’s fraction containing capsaicin
and dihydroxycapisaicin and the synthetic analogs (SA2, SA3 e SA4) presented
minimum inhibitory concentration against S. mutans of 2,5 ug/mL. The data
presented shown the antimicrobial potential of the compounds used against

pathogenic microorganisms.
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1. INTRODUGAO

A utilizagao de plantas para fins curativos e na prevencao de doengas € a
forma mais antiga de pratica medicinal da humanidade (Veiga Jr. et al., 2005). As
plantas utilizadas na medicina tradicional constituem uma importante fonte de
novas substancias biologicamente ativas, e sdo utilizadas em muitas partes do
mundo ao longo de décadas (Belém, 2002; Michelin, 2005), com grande
relevancia nos paises em desenvolvimento (Silva et al., 2007).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, (OMS), a maior fonte
de farmacos da humanidade é oriunda de espécies vegetais (Franga et al., 1993;
Moreira, 2002).

Para o estudo das plantas medicinais existem quatro tipos basicos de
abordagem:

a) A randémica, na qual a coleta de plantas é aleatéria para estudos

fitoquimicos e farmacoldgicos (Calderdn, 2000);

b) A quimiotaxondmica ou filogenética, que consiste na selegdo de

plantas de uma determinada familia ou género, que se tenha
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conhecimento de ao menos uma espécie do grupo (Silva e Cechinel,

2002);

c) A ecolégica, que se baseia no comportamento animal em ingerir

plantas ndo para matar sua fome, mas para combater ou controlar

doengas, (Huffman, 2003);

d) A etnodirigida, que consiste na selecdo de medicamentos, de acordo

com seu uso popular (Maciel et al., 2002).

Com a promulgagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, o uso de plantas medicinais no Brasil vem crescendo e se
consolidando nos ultimos tempos (Brasil, 2004).

Segundo Silva e Casali (2000), dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) indicam que mais da metade dos habitantes da terra em especial os dos
paises pobres, e em desenvolvimento utilizam alguma planta medicinal para alivio
ou cura de determinadas enfermidades, sendo que 30% dessas indicagdes sao
com receita médica.

No Brasil 25% dos produtos fabricados nas industrias de medicamentos e
cosmeéticos, contém algum principio ativo natural (Silva Jr. et al., 2006).

A importadncia medicinal, econdbmica e ecoldogica de espécies nativas
brasileiras e sua exploragao indiscriminada pelo homem, tém motivado o estudo
dessas plantas visando protegé-las também da extingdo (Martins, 2006).

Os avancos terapéuticos em torno de plantas medicinais cresceram na
proporgao de 50% para os medicamentos utilizados de origem sintética, 25% sao
provenientes de plantas, isolados diretamente ou produzidos por sintese a partir
de um precursor vegetal, e os outros 25% restantes referem-se as outras fontes
de produtos naturais (marinhos, microbioldgicos, entre outros) (Calixto, 2000).

Na odontologia, o uso das plantas medicinais ndo é tao restrito quanto se
pensava. Hoje existem plantas usadas com efetividade comprovada no servigo
publico e privado ha mais de quinze anos. Para os cirurgides dentistas, o que falta
hoje, sdo textos ou pesquisas relacionados ao assunto, tornando-os céticos em
relacdo a eficacia dos fitomedicamentos (Pinheiro, 2008).

O Brasil possui um grande potencial para o desenvolvimento da fitoterapia
aplicada na odontologia, ja que apresenta a maior biodiversidade vegetal do

mundo, uma ampla sociodiversidade com o uso de plantas medicinais vinculado



ao conhecimento tradicional, e tecnologia para avaliar cientificamente este
conhecimento (Martins, 2000; Albuquerque e Hanazaki, 2006).

Um avanco neste ramo da ciéncia devera permitir uma selecdo de
espécies vegetais para uso na odontologia, contribuindo assim para o
direcionamento de pesquisa nesta area, e o desenvolvimento de fitoterapicos de
qualidade e validados para uso odontolégico, bem como permitir a divulgagao
destes estudos para a populagao e profissionais afins (Oliveira, 2007).

Neste trabalho foram selecionadas quatro espécies vegetais para
investigacao microbioldgica, baseando-se em informagdes populares e cientificas
de seus usos na odontologia, e alguns derivados sintéticos da substéncia
capsaicina (isolada de Capsicum annuum), para verificagdo da atividade
antimicrobiana. As espécies selecionadas foram Schinus terebinthifolius
(Anacardiaceae), arvore de frutos aromaticos, adocicados, brilhantes e de cor
vermelha. Também é conhecida como aroeira, aroeira-da-praia, aroeira-do-sertao,
aroeira pimenteira (Lorenzi e Matos, 2002).

Capsicum annuum (Solanaceae), cujos frutos sdo as pimentas e os
pimentdes (Segato, 2007).

Mangifera indica (Anacardiaceae), cujos frutos sdo conhecidos como
manga (Souza, 2005).

Eugenia jambolana (Sinonimia: Syzygium cumini), Myrtaceae, cujos frutos
sdo conhecidos como, jamelao, jambolao, ou azeitona (Souza, 2005).

Nos ensaios antimicrobianos foram utilizadas cepas de Streptococcus
mutans, (ATCC 25175), Candida albicans (ATCC 36801), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), obtidas das colegdes da Fundagao Osvaldo Cruz (Rio de Janeiro,
RJ) e estocadas na bacterioteca do Laboratério de Sanidade Animal do CCTA —
UENF.



2. OBJETIVOS

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos vegetais e ou
substancias puras das espeécies Mangifera indica, Eugenia jambolana (Syn.
Syzygium cumini), Schinus terebinthifolius, Capsicum annuum, e alguns derivados
sintéticos da substancia capsaicina (isolada de Capsicum annuum), frente aos
microorganismos Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Enterococcus faecalis e Candida albicans, obtidos das cole¢des do

Laboratorio de sanidade Animal da UENF.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae é uma das maiores da ordem das Sapindales, e
compreende de 70 a 80 géneros, com cerca de 600 espécies pantropicais em sua
maior parte, com pequena distribuicdo nas regides temperadas (Barroso, 1991).
Apresentam folhas inteiras ou compostas, de disposicdo alterna, com pequenas
flores brancas, ou amarelo-esverdeadas (Joly, 1991).

Sao arbustos ou arvores, raramente lianas ou ervas aromaticas. Diversas
delas apresentam frutos ou pseudofrutos comestiveis, podendo também ser

utilizadas na ornamentacgéo de ruas e pragas (Souza, 2005).

3.1.1. Mangifera indica L.

Mangifera indica L. (mangueira), familia Anacardiaceae, é originaria da
Asia meridional e do Arquipélago Indiano, onde é cultivada ha mais de 4000 anos
(Simé&o, 1998).

Foi trazida para o Brasil pelos portugueses, que a introduziram primeiro

na Bahia, onde se generalizou rapidamente (Gomes, 1973).



E difundida em todo o pais, menos nas regides do extremo sul, ou de
grandes altitudes, e de um modo geral prospera em todas as regides equatoriais,
tropicais, subtropicais, nao tolerando assim excesso de frio. Estudos feitos em
Porto Rico identificaram alguns componentes desta fruta responsaveis pelo seu
aroma, dentre eles: alcodis, aldeidos, cetonas e terpenos (Maranca, 1983).

A Manga, fruto da Mangifera indica L. é fonte de caroteno (precursor da
vitamina A), e a fumaca de suas folhas queimadas, segundo alguns autores, pode
atuar contra solugos e afec¢des da garganta (Manica, 1981).

Segundo Panizza, (1997), as partes mais usadas desta planta com fins
terapéuticos sédo folhas, frutos e cascas dos ramos, tendo indicagcdo para

afecgdes pulmonares, gengivas inflamadas e ulceras de decubito.

3.1.2. Estudos fitoquimicos da espécie Mangifera indica

Da espécie Mangifera indica foram isoladas as seguintes substancias:
acido ambdlico (1), cicloartano-3,24,25-triol (2), cicloart-25-en-3,24,27-triol-9,19-
ciclolanost-25-en-3,24,27-triol (3), dihidro-3-metil-2-(3H)-furanona,a-metil-y-
butirolactona (4), acido dihidroxicicloart-24-en-26-6ico (5), dihidroxi-24-dammaren-
3-ona-3-ceto-24-dammareno-20,26-diol (6), glucosil-2,4’,6-
tetrahidroxibenzofenona (7), (2-heptadecenila) resorcinol (8), (12-heptadecenila)-
1,3-benzenodiol (9), isomangiferina (10), mangiferina (11), metil-5-(2,3,6-trimetil-
2,5-cicloexadienila)-1-penten-3-ol (12), acido oxocicloart-24-en-26-6ico (acido

mangiferonico) (13), taraxastanediol (14), acido m-trigalico (15).
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3.1.3. Schinus terebinthifolius



Schinus terebinthifolius (aroeira, pimenta rosa), familia Anacardiaceae,
nativa da caatinga e do cerrado, desde o Ceara até o Parana € uma arvore
mediana, que fornece madeira para lenha e carvao, sendo também muito utilizada
para fins medicinais no tratamento de afecgbes urinarias, doengas do aparelho
respiratorio, bem como no caso de hemoptise e hemorragia uterina (Lorenzi e
Matos, 2002).

3.1.4. Estudos Fitoquimicos da espécie Schinus terebinthifolius (Benson et
al., 2000)

De Schinus terebinthifolius foram isoladas as seguintes substancias:
acido ellagico (16), (1R,4S,4aR,8aR)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahidro-1,6-dimetil-4-(1-
metiletil)-1-naftalenol (17), 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona
(18), 6,6-dimetil-2-metilenobicicloeptano (19), 2,2-dimetil-3-metilenobicicloeptano
(20) camfeno (21), rel-(1R,2S,5R)- 2,6,6-trimetilbicicloeptano (22), rel-(1R,2R,5R)-
4,6,6-trimetilbicicloept-3-en-2-ol  (23), (22)-3,7-dimetil-2,6-octadienal  (24),
(1R,3S,4S)-4-etenil-4-trimetil-3-(1-metiletenil)-cicloexanometanol (25), 5-metil-2-
(1-metiletil)-fenol (26), 4-metileno-1-(1-metiletil)-bicicloexano (27) a-pineno (28),
naringina (29), éster metilico do acido 3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatriendico (30),

7-metil-3-metileno-1,6-octadieno (31).



3.2. Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae, possui cerca de 100 géneros com aproximadamente
3.000 espécies, com grandes pontos de dispersdo nas Américas e na Australia,
embora ocorram em todo mundo (Souza, 2005).

Sao plantas lenhosas, arbustivas ou arboéreas, com folhas alternas e
flores geralmente brancas. Das espécies frequentes no Brasil, destaca-se o
Jameldo ou Jamboldo, frequente no litoral, com floragdo na primavera (Joly,
1991).

Na flora brasileira, as plantas da familia Myrtaceae estdo entre as mais
comuns na maioria das formagbes vegetais, com destaque para a Floresta
Atlantica e para a Restinga, onde o género Eugenia, e outros sdo muito comuns

representando a familia com maior numero de espécies (Souza, 2005).

3.2.1. Eugenia jambolana



10

Eugenia jambolana, familia Myrtaceae, conhecida popularmente como
jameldo é uma planta com origem na india. E uma arvore que pode atingir 10
metros de altura e possui flores e frutos pequenos e arroxeados quando maduros.

E uma arvore perenifélia, de tronco com casca rugosa, de cor pardo
acinzentada depois pardo escuro, de ramagem numerosa formando copa
arredondada e densa, que aprecia o calor e solos umidos, tornando-se
subespontanea em muitas regides (Lorenzi et al., 2003).

O género Eugenia é considerado um dos maiores da familia Myrtaceae,
com aproximadamente 500 espécies de arvores e arbustos, com cerca de 400
distribuidos pelo Brasil (De Oliveira, 2005) e figura entre os mais importantes na
familia Myrtaceae, com espécies de valor comercial, nutritivo e potencial de
aproveitamento na obtencéo de farmacos (Donadio, 1997; Silva et al., 2003).

Eugenia jambolana, pode ser utilizada em programas de reflorestamento
e em dareas urbanas e seus frutos apresentam potencialidade de uso industrial
(Silva, 2005).

Este género assume uma posicado especial, por fornecer extratos
utilizados na medicina tradicional como agentes antimicrobianos, antiinflamatérios
(Hussein et al., 2003), antidiabéticos (Pepato, 2001; Sridhar, 2005), nas arritmias
e insuficiéncia cardiaca (Vendruscolo, 2005).

Informagdes farmacoldgicas incluem o uso das cascas desta planta como
medicagado no tratamento de hemorragias, leucorréia, disenteria e o p6 de suas
sementes tem efeito hipoglicemiante para o controle da diabetes (Agostini et al.,
2008).

E uma planta pouco estudada do ponto de vista quimico, com registros na
literatura da presenga nos frutos de amido, tanino, acido galico e resina fendlica.
Também foram encontradas gorduras derivadas de acidos graxos insaturados,
fitosterol, acido cinamico, quercitina e um glicosideo chamado antimelina (Matos,
2002).

3.2.2. Estudos fitoquimicos de E. jambolana

Estudos fitoquimicos desta planta indicaram as seguintes substancias: 1-
O-galoil castalagina (32), casuarinina (33), 3,3’,4',5,5’,7-hexahidroxiflavona (34),

10
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3,3,4’,5,7-pentahidroxi-5’-metoxiflavilium (35), 3,4’,5,7-tetrahidroxiflavilium (36),
2’4 6’-trihidroxi-3’-metilcetofenona (37).

OH

OH

B7)  on

3.3. Familia Solanaceae

A familia Solanaceae ocorre em diversas partes do mundo, e tem como
centro de diversidade a América do Sul, com 31 géneros e cerca de 500 espécies
nativas (Hunziker, 2001). Destes, 23 géneros e aproximadamente 180 espécies
nativas (Stehmann e Mentez, 2006) fazem parte da flora da regido sul do Brasil.

Sao plantas arbdreas, arbustos, e seus frutos sdo do tipo baga, drupa ou
capsula (Dallwitz e Watson, 1992).

Possui grande relevancia econbémica, com espécies cultivadas para a
alimentacéo, como plantas ornamentais, medicinais e importancia farmacoldgica.
Apresentam alcaldides esteroidais, os quais sdo empregados na sintese de
horménios e esterdides (Agra e Bhattacharyya, 1999; Silva et al., 2005).

3.3.1. Capsicum annuum

11
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Pimentas do género Capsicum pertencem a ordem Solanales, familia
Solanaceae (Moreira et al., 2006).

As pimentas sdo um importante segmento no setor de hortaligas, tanto para
a agricultura, quanto para a industria alimenticia, sendo especiais para a
producdao de condimentos devido a cor de seus frutos e aos seus principios
ativos, que lhes conferem aroma e sabor (Moreira et al., 2006).

Os frutos de Capsicum sao consumidos in natura ou processados para
utilizacdo na industria farmacéutica para a composicao de remédios e ainda na
industria bélica (aerossol de pimenta). A principal caracteristica do fruto de
pimenta é a pungéncia, que lhe €& dada por substéncias nitrogenadas
denominadas capsaicindides, que sao produzidos em glandulas presentes na
placenta dos frutos (Wagner, 2003).

No Brasil, as pimentas estdo difundidas em todas as regides, mas as
principais produtoras sdo as regides Sudeste e Centro-Oeste, sendo a espécie
Capsicum annuum, cultivada, principalmente em Sao Paulo, Minas Gerais e
Goias (Pinto et al., 2006).

A espécie Capsicum annuum, destaca-se como uma das hortalicas mais
cultivadas em todo o mundo (Reifschneider, 2000), apresentando uma produgao
mundial de 650.763,397 toneladas/ano (FAO, 2003).

Esta hortalica merece destaque ainda pela sua alta qualidade nutricional, e
seu alto conteudo de vitamina C (Bonetti, 2002).

Além dos frutos de sabor picante, ha também frutos doces, utilizados na

fabricagcédo da paprica (Vidigal, 2008).

3.3.2. Estudo Fitoquimico da espécie Capsicum annuum

De Capsicum annuum foram isoladas as seguintes substancias, 1-metil-1H-
pirrol (38), 1-nonen-4-ona (39), 2-furancarboxaldeido (40), 2-eptanetiol (41), 2-
(hidroximetil)-acido benzoico (42) 2-metoxi-3-(2-metilpropil)-pirazina (43), 2-metil-
2-butenal (44), 2-metilbutanal (45), 2-pentilfurano (46), 2-fenoxietanol (47), 3-
metilbutanal (48), 3-penten-2-ol (49), acido 8-metilnonandico, (50), cloreto de 8-
metilnonanoila (51), (2E)-2-nonen-4-ona (52), (2E,5E)-2,5-nonadien-4-ona (53),
(3E)-4-(2,6,6-trimetil-2-cicloexen-1-ila)-3-buten-2-ona (54), 1-metil-4-(1-metiletil)-

1,3-cicloexadieno (55), (4-metil-cicloex-3-eno)-metiletanol (56),
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(1aR,4aR,7R,7aR,7bS)-decahidro-1,1,7-trimetil-4-metileno-1H-ciclopropazuleno
(57), benzaldeido (58), (3E)-4-(2,6,6-trimetil-1-cicloexen-1-ila)-3-buten-2-ona (59),
(6E)-N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil)metil]-8-metil-6-nonenamida (60), éster etilico do
acido acético (61), hexanal (62), acido ascorbico (63), naftaleno (64), (22)-3,7-
dimetil-2,6-octadien-1-ol (65), 2-metoxifenol (66), 2,4-bis-(1,1-dimetiletil)-fenol
(67), (2E)-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol (68), 4-hidroxi-3-metoxibenzenometanol
(69), 1-metil-4-(1-metiletil)-1,4-ciclohexadieno (70), (6E)-éster metilico do (4-
hidroxi-3-metoxifenil)-8-metil acido 6-nonendico (71), éster hexilico do acido
hexandico (72), 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol (73), betacaroteno (74).
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3.4. Streptococcus mutans

Numerosos sitios ecologicos compdem a cavidade oral, epitélios, dentes,
préteses, saliva e liquido gengival (Ponton, 2000), e € onde se hospeda grande
quantidade e variedade de microrganismos (Uzéda, 2002). A flora faringea é
semelhante a oral e nas fossas nasais predominam Staphylococcus spp. e
Corynebacterium spp., formando assim estes trés sitios as vias aéreas superiores
(Trabulsi et al., 1999).

Cerca de 1000 espécies de microrganismos ja foram isoladas e
identificadas nessa regiao do organismo (Wilson, 2004).

Algumas destas espécies ja foram identificadas como agentes
causadores de uma variedade de doengas dentro e fora da cavidade bucal (Meyer
e Fives-Taylor, 1998), embora esta microbiota quando se encontra em uma
situacao de equilibrio com o hospedeiro, contribui para que o sistema imunolégico
do individuo fique balanceado (Barbieri et al., 2007).

Segundo Coelho et al. (2008), sendo a cavidade bucal um sistema de
crescimento aberto, ela aloja uma grande variedade de microrganismos que sao
repetidamente introduzidos e removidos deste sistema, se estabelecendo
somente aqueles que possuem capacidade de aderéncia as superficies, ou que
figuem retidos de alguma maneira.

Destacam-se dentre estes microrganismos, (cerca de 400 espécies),
géneros como Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria, Bacterioides,
Actinomyces, Treponema, Mycoplasma (Trabulsi et al., 1999), além de
protozoarios, fungos-e virus (Kazor et al., 2003).

A microbiota oral tem grande importancia em odontologia e medicina, pois
a carie dentaria e as doencas do periodonto, actinomicoses e endocardites
subagudas, sdo todas doengas causadas por membros da microbiota da cavidade
oral (Trabulsi et al., 1999).

Do ponto de vista microbiolégico, o aparecimento das lesdes cariosas
esta diretamente ligado a presenca de varios microrganismos, principalmente o
Streptococcus mutans, os quais colonizam a superficie dos elementos dentarios
pouco depois que irrompem na cavidade oral (Kawashima et al., 2003; Sventer et

al., 2003; Lindquist e Edmilson, 2004; Marsh, 2004; Seki, 2006).
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A carie dental € uma das doengas mais comuns do mundo, mas embora
raramente seja uma ameaga a vida (Forssten, 2010), € muitas vezes associada
com bacteremia e endocardite infecciosa (Nakano, 2008). E a destruicdo da
estrutura do esmalte do dente, pelos acidos produzidos pelo metabolismo de
carboidratos pelas bactérias cariogénicas (Aksoy et al., 2006). Por isso, o habito
alimentar € um importante fator predisponente a infeccado pelo Streptococcus
mutans (Carvalho et al., 2006).

Sabe-se atualmente que um grande numero de diferentes organismos
induz caries em animais-testes apropriados, e que alguns sdo seletivos em
diferentes areas da denti¢cdo. Linhagens de Streptococcus mutans parecem ser 0s
mais versateis dos organismos cariogénicos, tendo sido experimentalmente
demonstrado como iniciadores de caries em todas as superficies de todos os
dentes (Menaker, 1984), pois sao os pioneiros na colonizagao inicial da superficie
dentaria (Gibbons e Hay,1989).

Segundo Parini e Pitt (2006), estes microrganismos na cavidade oral,
estdo alojados nos dentes, gengiva, sulco peridontal, lingua e bochechas.

Moreira et al. (2007), comprovaram em estudos recentes, que devido a
alta variabilidade genética em isolados de cepas de Streptococcus mutans, existe
transmissibilidade deste microrganismo entre individuos da mesma familia.

Na realidade, corresponde a um complexo de microrganismos que
possuem muitas caracteristicas fenotipicas e genotipicas comuns e, portanto,
eram classificadas como Streptococcus mutans. Todas as cepas desta espécie de
microrganismo formam polissacarideos extracelulares aderentes, a partir da
sacarose, e polissacarideos intracelulares (amilopectina) a partir de carboidratos
fermentaveis e, com algumas excegdes, fermentam manitol e sorbitol (Uzéda,
2002).

Entre os polissacarideos extracelulares mais importantes sintetizados
pelo Streptococcus mutans se destaca a dextrana, polimero da glicose. Esta é
sintetizada pela bateria enzimatica do Streptococcus mutans, e constitui uma
macromolécula glicidica altamente aderente que contribui para as caracteristicas
adesivas da placa bacteriana (Brown, 1991).

Segundo Hamada (1975), esta bactéria produz mutacina, que é uma
proteina, que interfere inibindo a capacidade de outras bactérias gram-positivas

(Streptococcus ou nao), de crescerem em um mesmo ambiente que estes
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Streptococcus. A producao de mutacinas, ajuda aos Streptococcus mutans, a se

estabelecerem e colonizarem a cavidade oral com eficiéncia (Rogers, 1976).

3.5. Biofilme

A habilidade dos Streptococcus mutans iniciarem a carie depende de
varias caracteristicas bacterianas, inclusive de adesado as superficies dentarias
para formar a placa bacteriana (Charbeneau, 1978), e sua capacidade de formar
biofilme. Este microrganismo tem sido considerado a principal bactéria envolvida
na formacao da placa bacteriana, sendo a superficie dentaria seu unico habitat
natural conhecido até hoje (Canettieri, 2006).

O mecanismo de formac&o de biofilme & um processo biologico (Rozen,
et al., 2001), e o Streptococcus mutans € uma bactéria que depende de biofilme
para sobreviver e se manter vidvel em seu ecossistema natural (Li, 2000).

Os biofilmes formam-se sobre uma grande variedade de superficies tais
como dentes, epitélios, graos de areia, cateteres, plasticos, ago inoxidavel e
outras, com diferentes espécies de microrganismos interagindo entre si e com o
ambiente (Watinick, 2000).

As bactérias frequentemente colonizam superficies de organismos vivos
ou matéria inanimada, aderindo-se-lhes firmemente, formando comunidades
contendo membros de uma ou mais espécies microbianas. Tais comunidades sao
denominadas biofilmes, e nestes as populacdes e comunidades participantes sao
interdependentes funcionando, de forma complexa e coordenada, como um
consorcio cooperativo (Dvey, 2000).

O processo de formagao da placa bacteriana se divide em trés fases. Na
primeira fase, ocorre a formacao da pelicula adquirida do esmalte, que é a fase
inicial, onde as superficies da cavidade oral sdo cobertas por uma pelicula de
glicoproteina derivada de componentes salivares e do fluido gengival, bem como
de producdo de células bacterianas e dos tecidos do hospedeiro. Na segunda
fase, ocorre a colonizagao inicial das superficies dentarias, predominantemente
por microrganismos facultativos gram-positivos. Essa placa amadurece,
ocorrendo assim a transicdo do ambiente aerdbico para um meio altamente
privado de oxigénio, prevalecendo assim as bactérias anaerdbicas. Na terceira

fase, ocorre a colonizagdo secundaria e a maturagdo da placa, onde os
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microrganismos que nao se aderiram as superficies limpas dos dentes, agora se
aderem a células de bactérias que ja estdo na placa por um mecanismo
conhecido como co- agregacao (Marinho e Pereira,1998).

Apds a colonizagédo inicial de bactérias na placa, ocorre o0 aumento da
diversidade microbiana proporcionando a formacao e acumulo do biofilme dental,
fator etiolégico determinante da carie dentaria e da maioria das doengas bucais.
Um dos fatores principais para o desenvolvimento do biofilme cariogénico é o
acumulo de Streptococcus mutans que leva a producao de acidos proporcionando
queda do pH salivar (Murata, 2004).

O mecanismo bacteriano do biofilme, na superficie dentaria, se explica
pela produgcdo de acidos organicos, que altera o equilibrio idnico dessa area,
resultando na perda de calcio do esmalte para neutralizar o hidrogénio livre da
saliva, provocando uma desmineralizagdo da estrutura do esmalte dentario.
Quando a saliva tem seu pH restabelecido ao normal, ela devolve o calcio ao
esmalte, havendo entdo uma remineralizagdo do esmalte (Marta, 2002).

Pesquisas tém demonstrado que bactérias inseridas em um mesmo
biofilme passam a exibir caracteristicas fenotipicas distintas, o que resulta no
aumento de sua resisténcia a agentes antimicrobianos (Evans e Homes, 1987).

Sendo assim, a formacao de biofilme, € um importante mecanismo de
adaptacdo da bactéria ao seu meio ambiente (Cvitkovitch et al., 2003).
Streptococcus mutans € uma bactéria exposta a mudangas constantes em seu
ambiente, como extremas faltas ou excessos de nutrientes, mudancas de pH, alta
osmolaridade, oxidagao, e consumo de agentes antimicrobianos pelo hospedeiro,
representando um bom exemplo das forgas envolvidas na manutencdo da
homeostase dos ecossistemas orais (Thurnheer et al., 2004).

Os biofilmes sdo de inquestionavel importancia para a sobrevivéncia de
bactérias nos tratos bucal, vaginal e intestinal e a sua presencga sobre a superficie
dos dentes, cateteres e implantes plasticos, e instrumentos cirurgicos, sdo causas
de infecgbes hospitalares e outras doengas (Dvey, 2000).

Os Dbiofilmes bacterianos s&o formados quando microrganismos
unicelulares se tornam irreversivelmente aderidos a uma superficie solida e
envolvida por uma matriz de polissacarideos extracelulares (Mah e O’'Toole, 2001;

Spratt e Pratten, 2003). A produgédo de acidos pelas bactérias acidogénicas e
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aciduricas no biofilme dental é pré-requisito essencial para o desenvolvimento das
lesbes de carie (Bowden e Edwardsson, 1995).

Este mecanismo acido tolerante do Streptococcus mutans, e de formagao
de biofilme por este microrganismo, é regulado por meio da ativagdo do sistema
Quorum-Sensing (LI et al., 2002), ou seja, um mecanismo bacteriano para
regulacdo da expressdo genética em resposta a mudangas na densidade da
populagao (Merritt, 2003).

Em muitas bactérias gram-positivas, o sistema de Quorum-Sensing
consiste em um sinal regulatorio entre dois componentes (bactérias), um sensor
histidina quinase de membrana e um regulador de resposta intracelular
(Cvitkovitch, 2003).

Para que este mecanismo de Quorum-Sensing seja desencadeado, é
preciso a presencga intra-espécies bacterianas de um gene chamado /uxS, que é
um peptideo, sinalizador de quorum sensing (Merritt, 2002).

Segundo Yoshida (2004), em estudos recentes, foi constatada a utilizagao
deste gene pelo Streptococcus mutans para formagéo do biofilme dentario.

Atualmente, a tentativa de inibir as atividades das glicosiltransferases é
um das estratégias que visa ao controle da formagdo do biofiime dental
cariogénico (Koo et al., 1999).

Em sua esséncia, a placa bacteriana corresponde a uma agregacgao de
multiplas bactérias ativas de diferentes espécies que se encontram imersas em
uma matriz extracelular composta fundamentalmente de polissacarideos. Este
ecossistema microscopico se adere firmemente a superficie dos dentes,
especialmente em zonas dificeis de higienizar (Tilsthrup, 1988).

Estes microrganismos, cariogénicos por exceléncia, sdo encontrados em
cerca de 90% das pessoas, sao altamente acidogénicos e aciduricos, e 0 seu
potencial cariogénico é bem estabelecido em animais (Baratieri, 1992).

Os Streptococcus mutans induzem carie dentaria em animais
experimentais como hamsters, ratos e primatas sub-humanos. A infeccdo da
superficie dentaria com este microrganismo geralmente precede o
desenvolvimento da carie (Krasse, 1988).

Os Streptococcus mutans sao cocos imoveis, gram-positivos, catalases
negativos, que formam cadeias curtas ou médias, crescem em meio agar Mitis

salivarius em colOnias altamente convexas, com consisténcia firme pulviforme
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(forma de almofada), e forma polissacarideos extracelulares a partir da sacarose.
Suas colbnias sdo opacas, sua superficie parece vidro esmerilhado. Sob
condicbes anaerdbicas, seus requisitos nutricionais sdo mais simples. A
morfologia da colénia é diversa e depende do meio de cultura. Em meio sélido, a
colénia é rugosa, podendo se apresentar também nas formas lisas e mucoides
(Newbrun, 1988).

Quando cultivadas em sacarose, formam polissacarideos que séao
insoluveis, ou podem ser precipitados com uma parte de etanol. Os Streptococcus
mutans nao exigem vitaminas para o seu crescimento (Loesche, 1993).

O melhor meio seletivo para isolar o Streptococcus mutans, é o agar Mitis
salivarius bacitracina que contém 20% de sacarose e 0,2 unidades/mL de
bacitracina, o que suprime grande parte de outros Streptococcus e permite o
crescimento de todos os sorotipos de mutans. A principal vantagem deste meio, €
que ele permite o isolamento desta espécie ainda quando presente em numero
reduzido. Amostras cariogénicas de S. mutans, contém bacteriéfagos lisogénicos
e tém capacidade de se aderir ao vidro (Newbrun, 1988).

Ao contrario de muitos outros Streptococcus orais que fermentam apenas
pequena quantidade de carboidratos, os Streptococcus mutans fermentam
diversos agucares. Este tipo de Streptococcus nao hidrolisa a arginina, assim,
uma definicdo de Streptococcus mutans seria Streptococcus a-hemoliticos, que
fermentam o manitol e sorbitol, mas ndo hidrolisam a arginina, que permite
diferencia-lo dos demais Streptococcus orais (Newman-Nisengard, 1994).

Em 1962, T. Rosebury publicou um livro sobre microrganismos
encontrados no organismo humano, descrevendo que muitos géneros e espécies
podiam ser isolados, em numeros significativos, tanto na situagdo de saude como
em doengas, considerando-se o mesmo sitio. Nesse sentido, sugeriu que fosse
adotado o termo microbiota anfibiéntica para expressar melhor a situacdo de
anfibiose exercida por esses microrganismos, que tanto podem estar em simbiose
(relagado harménica ou de equilibrio) como em antibiose (relagédo desarmdnica ou
de desequilibrio) com o hospedeiro (Uzéda, 2002).

O surgimento de doengas no ambiente bucal sé ocorre quando ha um
desequilibrio no ecossistema do biofilme bacteriano como, por exemplo, um
aumento significativo na ingestdo de sacarose, que pode favorecer o

desenvolvimento de espécies aciduricas e acidogénicas como o Streptococcus
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mutans (Marcotte e Lavoie, 1998), favorecendo a desmineralizagdo progressiva

dos tecidos duros do dente (Thystrup e Fejerskov, 1988).

3.6. Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas compreende um grande numero de espécies
(mais de 100) de bacilos gram-negativos, e as que estdo relacionadas ao homem
sdao em torno de 25, sendo que 90% das amostras isoladas de material clinico
correspondem a Pseudomonas aeruginosa, (espécie mais frequente,
aproximadamente em torno de 70% dos casos de infecgdo por Pseudomonas) P.
malthophilia e P. cepacia (Trabulsi et al.,1999).

Atualmente, entre os gram-negativos, a P. aeruginosa € a que demonstra
maior resisténcia aos antibioticos (Figueiredo et al., 2007), causando infecgbes
nosocomiais graves, com elevada letalidade (Pelegrini et al., 2002; Safdar et al.,
2004), se posicionando entre as principais bactérias causadoras de infecgbes
hospitalares, perdendo apenas para o Staphylococcus coagulase negativo e o
Staphylococcus aureus (Sader et al., 2001).

Vém sendo publicados no Brasil (Andrade, 2001; Kiffer, 2005) e em outros
paises (Sader, 2001; Raja, 2007), relatos sobre a redugdo da susceptibilidade da
Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos, destacando-se a diminuicdo de
sensibilidade aos antibiéticos de maior espectro de acdo como o0s
carbapenémicos e as cefalosporina anti-pseudomonas (Landman et al., 2007,
Nicoletti et al., 2006; Li et al., 2000 e Fuentefria, 2008).

Segundo McGown (2006), e Livermore (2002), a resisténcia cruzada aos
antimicrobianos, que resulta da co-resisténcia, isto é, da presengca de multiplos
mecanismos de resisténcia em um unico hospedeiro levando a resisténcia a
multiplos farmacos, € uma caracteristica marcante e preocupante desta espécie.

Sua caracteristica principal, € a capacidade de produzir um pigmento
azul- esverdeado, denominado piocianina (Trabulsi et al., 1999), sendo este, um
dos seus fatores de viruléncia conhecido (Phritiviraj, 2005).

A P. aeruginosa possui um ponto importante, sua grande capacidade de
formar biofilme, inclusive em encanamentos, e quando isto ocorre em hospitais, a
situacado se agrava devido ao risco de ingestdo de agua contaminada por esta

bactéria por pessoas debilitadas (Macédo, 2000).
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Esta é uma bactéria extremamente versatil, que pode ser encontrada em
diversos ambientes, principalmente solo e agua, ou ainda associada a plantas e
animais, onde pode causar infec¢des oportunistas, podendo também causar em
seres humanos infecgdes em individuos imunocomprometidos, como por
exemplo, pacientes portadores de AIDS, céncer, vitimas de queimaduras e
portadores de fibrose cistica (Nicastro, 2009).

No paciente portador de fibrose cistica, a P. aeruginosa coloniza os
pulmbes, onde produz grande quantidade do exopolissacarideo alginato
crescendo em forma de biofilme, regulado pelo mecanismo de Quorum sensing,
que é o sistema pelo qual as bactérias detectam e respondem a mudancas em
sua populagdo, o qual tem papel impotente na regulagdo de expressao de varios

fatores de viruléncia (Nicastro, 2009).

3.7. Enterococcus faecalis

Sao cocos gram-positivos, catalazes negativos, patégenos oportunistas,
amplamente distribuidos na natureza e participam da microbiota normal do
homem e dos animais, particularmente no trato intestinal, sendo de grande
importancia na medicina humana e animal (Trabulsi,1999).

Em seres humanos, séo isolados a partir de infecgbes graves,
clinicamente significativas, tais como bacteremias, acompanhadas ou ndo de
endocardite, infec¢cdes do trato urinario, biliar, infecgcdes de feridas, infeccoes
pélvicas e intra-abdominais, com altas taxas de morbidade e mortalidade das
enterococcias entre pacientes hospitalizados (Trabulsi,1999).

Esta bactéria estd relacionada também a doencas do aparelho
estomatognatico, como as peridontopatias, que estdo associadas a formacgao de
um biofilme microbiano (Faveri, 2008), aparecendo em média em 70% nas
amostras de saliva de individuos portadores desta enfermidade (Shimada, 2008).

As infeccbes orais associadas com Enterococcus faecalis, sdo comuns,
mas estao restritas ao sistema de canal radicular dos dentes (Bachrach, 2002).

Séao frequentemente isolados como componentes da flora bacteriana
existente em infecgbes de canais radiculares dentarios, quando este

procedimento endodontico foi falho (Hancock, 2001).
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A presenca desta bactéria nestas infecgoes, € particularmente explicada
pela habilidade desta bactéria de sobreviver usualmente sobre um ambiente de
stress, sua extrema resisténcia a medicamentos e substancias irrigadoras usadas
durante o tratamento endodéntico (Siqueira et al. 2000) e sua capacidade de
invadir os tubulos dentinarios radicular e permanecer viavel (Love, 2001).

Considerando a multirresisténcia a drogas do Enterococcus faecalis, e
seu relativo aceso a cavidade oral, uma terapia com antibiéticos é recomendada

para prevenir falhas no tratamento endodéntico (Payne et al., 2000).

3.8. Escherichia coli

Sé&o bacilos gram-negativos, da familia enterobacteriaceas, encontradas
amplamente na natureza, mas a maioria habita os intestinos do homem e dos
animais, seja como membros da microbiota normal ou como agentes de infec¢ao
(Trabulsi, 1999).

S&o0 bactérias patogénicas causadoras de infecgdes intestinais,
uroldgicas, meningite do recém-nascido e bacteremias (Trabulsi, 1999).

Registros epidemioldgicos revelam que a maioria dos surtos de doengas
com origem alimentar, é oriunda de alimentos contaminados por bactérias como
Escherichia coli entre outras (Pinto et al., 2004)

Bactéria enteropatogénica como a Escherichia coli, entre outras, sao
freqientemente isoladas em infecgbes ocorridas em enfermarias e pediatrias de
unidades hospitalares (Youssef, 2000), causando enfraquecimento em individuos

imunocomprometidos por doengas ou terapias (Meng, 2002).

3.9. Candida albicans

Entre os sitios anatdbmicos, a cavidade bucal € um dos mais populosos,
contendo uma microbiota diversificada (Takahashi, 2005), da qual fazem parte os
fungos leveduriformes do género Candida, do qual ja foram isoladas 27 espécies
(Marsh, 1992 e Siqueira et al., 2004), e sua prevaléncia como comensal nesta
regiao em individuos saudaveis é de 20 a 75% (Akpan, 2002 e Lynch, 1994).

A Candida albicans € o maior fungo patogénico que tem metabolismo
flexivel para assimilar a maior extensdo de nutrientes do seu organismo
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hospedeiro, além de fazer parte da microflora normal gastrointestinal do individuo
saudavel (Vieira et al, 2010). E um patégeno oportunista, que infecta
primeiramente um hospedeiro imunocomprometido, causando desconforto
superficial e também comprometimento sistémico do organismo (Odds, 2002).

A cavidade oral é o habitat de uma rica flora microbiana, a qual é
integrada por virus, bactérias e fungos, convivendo em situagcédo de anfibiose com
o hospedeiro (Lacaz, 1970).

O fungo leveduriforme C. albicans ocorre saprofitamente, e tem sido
isolado da boca, tubo digestivo, intestino, orofaringe, vagina e pele de individuos
sadios causando infecgbes de origem enddégena ou como transmissdo exogena
intra-hospitalar (Trabulsi, 1999), sendo necessario para isto, que fatores
predisponentes alterem a integridade orgénica, mudando sua configuragédo de
leveduriforme para fusiforme, tornando-se assim patogénico (Ramos, 1999).

Por sua capacidade de formar biofilme, demonstrada em experimentos in
vitro, e sua comparagdo com estruturas encontradas em material médico-
hospitalar, a C. albicans é responsavel por contaminagcado persistente em
individuos submetidos a procedimentos cirurgicos (Suci, 2002).

Esta capacidade de formar biofilme, € que |he da grande resisténcia a
agentes antifungicos (Shuford, 2007), dando-lhe habilidade para crescer em
diversas condigdes ambientais (Thein et al., 2007). Assim sendo, este biofilme é
um importante fator de viruléncia para esta espécie de fungo (Hasan et al., 2009).

A candidiase, também denominada candidose, causada por Candida
albicans, também chamada de estomatite cremosa ou sapinho, caracteriza-se
pelo aparecimento de placas brancas, isoladas ou confluentes, aderentes a
mucosa (Trabulsi, 1999), sendo uma das maiores preocupagdes da classe
odontolégica, devido ao aumento dos casos dessa infecgdo, principalmente
relacionados a condigdes imunossupressoras (Santos et al., 2002).

A habilidade de produzir enzimas hidroliticas da C. albicans é considerada
importante fator patogénico (Barret, 1985). As principais enzimas consideradas
fator de viruléncia, produzidas por leveduras do género Candida, sdo as
proteinases que rompem ligacdes peptidicas, e fosfolipases que hidrolisam
fosfoglicerolipideos (Ghannoum, 1986), sendo que estas ultimas somam 94% das

enzimas produzidas (Ghannoum, 1990).
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Além da mucosa orofaringea, as candidiases acometem os brdnquios,
vagina, pele e anexos e trato gastrintestinal, podendo se tornar sistémica em
casos de septicemias, endocardites e meningites (Neufeld, 1999), visto que a
Candida albicans € um microrganismo de natureza oportunista que depende de
fatores predisponentes para acometer o individuo (Tamura et al., 2003).

A C. albicans é um fungo oportunista causando infecgdes sistémicas
principalmente em pacientes imunodeprimidos, portadores de neoplasias e
transplantados (Mai et al., 2007), ainda em pacientes portadores de céncer de
cabecga e pescogo submetidos a radioterapia (Jham et al., 2007), internados em
CTI pds-cirurgia neuroldgica, e portadores de Doenga de Crohn (Vitse et al.,
2009).

A C. albicans tem sido isolada no biofilme dentario (Arendorf et al.,1980;
El Azizi et al., 2004 e Samaranayake et al.,1997), e este mecanismo de aderéncia
microbiana a superficie dentaria em congregacdo com S. mutans tem sido
demonstrado em alguns estudos (Thein, 2006). Sua presenca em lesdes cariosas
ja tem sido bem reportada, assim como sua capacidade de invadir e se fixar em
tecidos da boca, e em materiais como o acrilico, utilizado em varios tipos de
préteses dentarias (Akdeniz et al., 2002; Baena et al., 2005; Cannon et al., 1995;
Marcotte et al., 1998; Minagi et al., 1985 e Nikawa et al., 2003).

Santos et al. (2002), em um estudo, observaram a importancia dos
cuidados com a higiene bucal para a manutengéo da saude como um todo e que
habitos nocivos como tabagismo e alcoolismo podem favorecer a proliferacao
deste fungo e o desenvolvimento de infecgdo na cavidade bucal.

Mattos et al. (2009), em recente estudo, comprovaram a necessidade de
portadores de comunicacdo buco-sinusal que utilizam préteses acrilicas, da
esterilizacdo das mesmas, para evitar uma re-infeccdo da mucosa oral por C.
albicans.

O diagndstico de candidiase orofaringea € usualmente feito com base em
suas manifestagdes clinicas (Katiraee et al., 2010).

A hipotese da associagao entre S. mutans e C. albicans, é baseado em
seus mecanismos de viruléncia e caracteristicas bioquimicas, assim como em
fatores enddgenos e exdgenos que favorecem ao hospedeiro, fornecer condigdes
no ambiente bucal favoravel para a acdo destes microrganismos (Akdeniz et al.,
2002; Moalic et al., 2001 e Thein et al., 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Vidrarias

Erlenmayers
Funis de vidro
Placas de Petri
Béqueres
Bastdes de vidro
Provetas

Alga de Drigalsky
Tubos de ensaio
Laminas de vidro

Colunas de vidro utilizadas para cromatografia em coluna

4.1.2. Equipamentos

Evaporador rotativo (Marca Buichi, Modelo B-480)
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Balanga analitica (Marca Sartorius)

Autoclave (vertical modelo 503, Eletrolab)

B.O.D. Q-315, (Marca Quimis)

Estufa para esterilizacdo (Brasdonto, modelo 4)

Jarra de anaerobiose (Marca Merck)

Capela de Fluxo Laminar (Cabine de seguranca bioldgica- Pachane)

Densimat Bio-Merieux (Marca bio Mérieux)

Estufa de circulagcéo de ar (MA 035 — Marconi)

Moinho de martelos (Marca Nogueira)

Microscopio (Zeiss/Germany, modelo Jeanamed 2)

Espectrébmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (Marca Jeol, Modelo Eclipse,
400 MHz: "H e 100 MHz: "*C)

Cromatégrafo gasoso acoplado ao espectrobmetro de Massas (Marca Shimadzu,
Modelo QP-5050)

4.1.3. Outros materiais

Solventes: diclorometano, metanol, acetato de etila (Marca Synth)
Papel de Filtro

Medidor de pH

Meio de cultura agar Muller Hinton (Marca Merck)
Meio de cultura caldo Muller Hinton (Marca Merck)
Meio de cultura caldo BHI (Marca Merck)

Agua destilada

Cloreto de Sédio (Marca Merck)

Sache de CO; (Marca Merck)

Alca de Platina

Gel de Silica 60G (Merck, 0,063-0,200 mm)
Reagente de Dragendorff

H.SO4 conc./Vanilina, seguido de aquecimento

Meio de Cultura agar saboraud (Marca Merck)
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4.1.4. Microrganismos testados

Nestes testes foram utilizadas cepas identificadas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175), Candida albicans (ATCC 36801), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), obtidas das colegbes do Laboratério de Sanidade Animal da
UENF.

4.1.5. Espécies vegetais e substancias padrao e sintetizadas utilizadas
Espécies Vegetais

.Mangifera indica. Nome vulgar: manga (folhas)

.Eugenia jambolana (Syn. Syzigyum cumini). Nome vulgar: jameldo (sementes,
folhas e cascas do caule)

.Schinus terebinthifolius. Nome vulgar: aroeira-do-sertao (frutos)

.Capsicum annuum. Nome vulgar: pimenta (frutos)

Substéancias padrao e sintetizadas
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4.2. Metodologia
4.2.1. A escolha das plantas estudadas e coleta

Varios processos podem ser adotados, para a selegcao de plantas. O
critério adotado neste trabalho para a selecdo das espécies Mangifera indica,
Eugenia jambolana (Syzigyum cumini), Schinus terebinthifolius e Capsicum
annuum, foi baseado em informagdes populares, sobre o efeito antimicrobiano e
antifungico destas plantas na cavidade oral.

As espécies Mangifera indica L., Eugenia jambolana, Schinus
terebinthifolius, foram coletadas no municipio de Sado Jodo da Barra, Rio de
Janeiro. A espécie Capsicum annuum foi cedida pelo Laboratério de

Melhoramento Genético Vegetal da UENF.
4.2.2. A escolha das substancias sintéticas estudadas

O critério adotado neste trabalho para a selegdo das substancias
estudadas foi baseado na semelhancga estrutural das substancias isoladas da
espécie Capsicum annuum, a qual possui informacdes populares, sobre o efeito
antimicrobiano e antifungico destas plantas na cavidade oral. As substancias

foram sintetizadas no setor de Quimica Fina-LCQUI-UENF.
4.3. Secagem e moagem do material

Apds a coleta, as folhas, cascas dos galhos e sementes da Eugenia
Jjambolana, as folhas de Mangifera indica, e os frutos de Schinus terebinthifolius e
Capsicum annuum, foram lavados em agua corrente e separados.

A secagem do material foi feita em estufa com circulagéo forgada de ar. A
temperatura da estufa para a secagem das folhas e cascas dos galhos foi feita a
40°C. Para a secagem dos frutos e sementes, a temperatura da estufa foi de

65°C. O material apds seco foi triturado em moinho de martelo e pesado.
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4.4. Preparacao dos extratos brutos vegetais

A extracdo do material das espécies foi feita por maceracdo usando
metanol e os extratos foram evaporados sob pressao reduzida em evaporador

rotativo.

Os extratos das espécies Capsicum annuum e Eugenia jambolana, que
obtiveram os resultados antimicrobiano e antifungico mais significativos sobre as

bactérias e fungos testados nos experimentos preliminares, foram submetidos a

particao liquido-liquido, conforme mostra o Esquema 1 a seguir:
Extrato Bruto

Metanolico

"MeOH (3:1)
CH,Cl,

Fase Fase
Hidroalcodlica CH.CI,

Acetato de Etila

Extrato em Fracao
Acetato de Etila Aquosa

Esquema 1: Partigdo liquido-liquido (v/v) entre solventes imisciveis dos frutos de
Capsicum annuum e sementes de Eugenia jambolana.

4.5. Isolamento das substancias bioativas dos extratos em diclorometano e
acetato de etila dos frutos de Capsicum annuum frente as cepas de
Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosas, Enterococcus faecalis,

Escherichia coli e Candida albicans.

Os extratos em diclorometano e acetato de etila dos frutos de Capsicum
annuum foram submetidos a analises comparativas por CCDA (Cromatografia em
Camada Delgada Analitica), que posteriormente foram reunidas devido a
similaridade dos constituintes quimicos contidos nestes extratos. Os extratos

depois de agrupados foram rotulados como EP, obtendo uma massa de 4,7303 g.
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O extrato EP foi fracionado em coluna cromatografica utilizando gel de
silica, e como eluente hexano: Acetato de etila com gradiente de polaridade, onde
foram coletadas 22 fragdes. As fragdes que apresentavam o mesmo Rf quando
analisadas por CCDA foram reunidas obtendo-se 7 fragbes, como mostra a
Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Estudo cromatografico do extrato (EP)

Fragoes Cadigo Quantidade(mg) Substéancias Obs.
1 EP-1 5,0 - a
2-5 EP-2 680,0 - a
6-7 EP-3 66,8 - a
8-12 EP-4 4423 - a
13-15 EP-5 298,4 - a
16-18 EP-6 332,2 - a
19-22 EP-7 2.068,4 EP-2W impura

® Fragbes ndo trabalhadas (fragdes que ndo apresentaram atividade frente as cepas de
Streptococcus mutans)

A fracado EP-7 (2.068,4 mg) foi novamente cromatografada em coluna
com gel de silica utilizando e como eluente hexano:Acetato de etila com gradiente
de polaridade, onde foram coletadas 55 fragdes. As fragcbes que apresentavam o
mesmo Rf quando analisadas por CCDA foram reunidas obtendo-se 8 fracdes,

como mostra a Tabela 2 a seguir:

Tabela 2: Estudo cromatografico da fragdo EP-7

Fragcoes Cadigo Quantidade(mg) Substancia Obs.

1-4 EP-7.1 4.1 - a

5-10 EP-7.2 99,8 EP-2W

11-15 EP-7.3 14,9 - a

16-22 EP-7.4 321,0 - a

23-30 EP-7.5 183,6 - a

31-49 EP-7.6 697,1 - a

50-55 EP-7.7 301,7 - a

® Fragdes ndo trabalhadas (fracdes que ndo apresentaram atividade frente as cepas de
Streptococcus mutans)
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Apods isolamento da fragdo EP-2W realizou-se os espectros de RMN
unidimensionais 'H, "*C e os bidimensionais 'H-'H-COSY, HMQC e HMBC e
massas. Os resultados obtidos foram comparados com os dados descritos na
literatura para a capsaicina e dihidrocapsaicina, comprovando assim a proposta
estrutural para a mistura das substancias contidas na fragcao EP-2W (Gongalves,
2010).

4.6. Sintese dos derivados da capsaicina

Os derivados da capsaicina descritos abaixo foram sintetizados segundo a

metodologia descrita por Gongalves, 2010.
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4.7. Avaliagcao da atividade antimicrobiana dos extratos brutos das
Mangifera indica, Eugenia jambolana, Schinus terebinthifolius, Capsicum
annuum L. substancias isoladas e substancias sinteticamente modificadas
frente as cepas de Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa,

Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Candida albicans.
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4.7.1. Preparo do inéculo

Os microrganismos utilizados neste trabalho, inicialmente estocados em
glicerol e mantidos em freezer (-18°), foram reativados em BHI (para bactérias) e
caldo Saboraud (este para Candida albicans) e levados a estufa a 37° C, por 48
horas em tubos Falcon. Apds este periodo, os tubos foram centrifugados e
plagueados em agar sangue (bactérias) e agar saboraud (fungo), e levados
novamente & estufa a 37°C por 24 horas para crescimento.

O inéculo foi obtido a partir de cultivos de Streptococcus mutans,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans, em agar Muller Hinton enriquecido de 5% de sangue desfibrinado estéril
de carneiro, e agar saboraud em sequéncia e incubados por 24 horas a 37 °C, em
anaerobiose (somente para S. mutans). Para favorecer este ambiente, foi utilizada
jarra de anaerobiose contendo saches de CO, (Merck), e aerobiose para os
outros microrganismos, e por fim, as colénias obtidas foram lavadas com caldo
Muller Hinton com uso de pipetadora automatica e transferidas para cubeta de
vidro.

Com o auxilio de cubeta de vidro contendo 2 mL de caldo Muller Hinton
foi obtido o in6culo correspondente a concentragao de 0,8 (1,5 x 108 UFCs/mL) na
escala 0,5 McFarland. Para tal foi utilizado um leitor de turbidimetria, equipado
com leitor para um comprimento de onda igual a 510 Mn, automatico (Densimat,
bioMeriéux).

O numero final de UFCs foi obtido pela conversdo do numero de colbnias
contadas, em triplicatas, e as suas respectivas dilui¢des. O ensaio foi feito a partir
do crescimento em placas de agar Muller Hinton acrescidos de 5% de sangue
desfibrinado estéril de carneiro (para Streptococcus mutans) e agar Muller Hinton
para as demais bactérias.

O preparo do indculo de Candida albicans seguirda 0s mesmos passos

descritos anteriormente mudando o meio de cultura por caldo Sabouraud.
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4.7.2. Método de Difusao em agar para Avaliagao da Atividade

Antimicrobiana.

Os meios de cultura agar sangue (para Streptococcus mutans), agar
Muller Hinton (Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Escherichia
coli) e &gar sabouraud (Candida albicans), foram vertidos em placas de Petri.

Aliquotas de 100 uL das suspensbes dos inéculos microbianos foram
semeadas na superficie do meio de cultura, com o auxilio de suabes estéreis.

Em cada placa de Petri previamente semeada, foram perfurados cinco
orificios circulares (minipog¢os), com perfurador de 6 mm de didmetro, em que
foram colocados 50 pL do antibidtico gentamicina (na concentragdo de 10 pg/mL
para as bactérias) ou 50 pyL do antifungico Vodol (na concentracdo de 10 mg/mL
de agua para o fungo). Dos extratos vegetais utilizados no teste, foram colocados
em cada pogo 50 uL de cada um, na concentragao de 40 mg/mL (em DMSO). Das
substancias puras foram colocados 50 uL de cada, na concentragao de 10 pg/mL
(em etanol).

Apos a incubacéo das placas, por 24hs, em estufa tipo B.O.D. a 37°C, os
didmetros dos halos de inibicao foram medidos com o auxilio de um paquimetro
digital (marca STARRET, Brasil). Os resultados do teste de suscetibilidade foram
interpretados de acordo com a Tabela de zonas de inibicido baseada em
*Performance Standards** for Antimicrobial Disck Suscetibility Tests* (Laborclin,

Parana, Brasil).

4.7.3. Método de diluicdo em meio liquido para avaliagdo da Concentragao

Minima Inibitoria.

O teste de diluicdo em meio liquido, de acordo com Fava Netto (1975), foi
o método utilizado para avaliar a concentracdo minima inibitéria dos extratos
vegetais e das substancias puras sobre as bactérias e o fungo citados no item
anterior.

As bactérias e o fungo foram reativados em caldo e agar Mueller Hinton
(Merck). A concentragao inicial do indculo foi obtida a partir de col6nias isoladas

em placas de agar Muller Hinton enriquecido de 5% de sangue desfibrinado estéril
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de carneiro (somente para Streptococcus mutans), agar Muller Hinton e agar
Saburaud e na sequéncia por meio de diluicao em caldo Muller Hinton estéril, até
atingir uma turbidez equivalente a uma concentracdo 0.8 e 0.5 na escala
McFarland, respectivamente para bactéria e fungos utilizando-se um fotdémetro
(Densimat, bio Mérieux).

A seguir foram feitas as diluigdes, com o inéculo inicial, na base dois (2)
iniciando-se com 1:2 até 1:256 em caldo Muller Hinton e caldo Saboraud, para
bactérias e fungos, respectivamente.

Como controle da esterilidade do extrato vegetal, foram usados tubos com
diluigdes equivalentes aquelas utilizadas no teste antimicrobiano, sem o in6culo
bacteriano. Todos os testes serao realizados com trés repeti¢des.

As leituras foram feitas ap6s o periodo de incubagao de 24 horas, a 37 °C.
O crescimento bacteriano foi avaliado pela turbidez nos tubos. Em seguida, o
caldo contendo crescimento bacteriano de cada tubo foi repicado em agar
sangue, agar Muller Hinton e agar Saboraud inclusive dos tubos de controle, e
incubados novamente a 37 °C por 24 horas, para observagédo de crescimento
bacteriano e fungico, além de possiveis efeitos bacteriostatico/bactericida e
fungistatico/fungicida.

47.4. O teste de atividade das substiancias purificadas em cepas

padronizadas de Streptococcus mutans e Candida albicans

Os microrganismos utilizados para este estudo serdo o Strepfococcus
mutans e a Candida albicans, porque foram 0s microrganismos que mostraram

maior sensibilidade a estas substancias, seguindo a metodologia do item 3.
4.8. Analises estatisticas

Os dados referentes ao halo de inibicao de crescimento das bactérias em
meio de cultivo foram analisados sob delineamento inteiramente casualizado com
trés repeticdes. Analizou-se a distribuigdo normal dos erros e por meio da analise
da variancia as hipéteses foram testadas considerando-se 5% de probabilidade
de erro Tipo |, para entdo as médias serem comparadas pelo Teste de Tukey

(P<0,05). Quanto a C. Albicans foram calculadas as médias e o desvio padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse trabalho, no processo de selecdo das espécies vegetais de agao
antimicrobiana, utilizou-se o conhecimento popular e na seqliéncia avaliou-se o
efeito dos extratos em diclorometano, acetato de etila e metanol em diferentes
partes das plantas, tais como, frutos, semente e cascas, 0s quais se encontram
na (Figura 1, pag. 36). Para efeito de controle, foi utilizado o antibiotico
gentamicina, obtendo um halo de inibigao de 30 mm.

Os extratos de jamelao revelaram efeitos significativos (P<0,05) na inibi¢ao
do crescimento de S. mutans, exceto para o extrato da casca em acetato de etila
(Figura 1, pag. 36). Os dados mais promissores quanto ao efeito antimicrobiano
foram observados para o extrato obtido das cascas do caule em diclorometano
(21 mm) e os das sementes obtidos em diclorometano (20 mm) e acetato de etila
(27 mm) (Figura 1, pag. 36).

Quanto aos extratos obtidos da pimenta LMGV, o que apresentou resultado
significativo (P<0,05) de maior agédo antimicrobiana, foi o de acetato de etila
(20,11 mm), e o de diclorometano aprese sentou 14mm de halo de inibigdo
(Figura 1, pag. 36).

Quando se testou os extratos de folhas de manga, em diclorometano (21

mm) e acetato de etila (18 mm), os resultados inibitérios foram significativamente
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iguais (P<0,05), enquanto o extrato em metanol, ndo apresentou resultado
inibitério (Figura 1, pag. 36).

Os extratos em diclorometano e acetato de etila da aroeira-do-sertéo,
apresentaram resultados significativamente semelhantes (P<0,05) para halo de
inibicdo, de 19 e 18 mm, respectivamente (Figura 1, pag. 36).

Muitas plantas podem apresentar efeito inibitério ao crescimento de
bactérias da cavidade oral (Pack et al., 1998), particularmente S. mutans com o
controle das placas e prevencdo a carie. Xavier e Vijayalakshmi (2007)
constataram efeito inibitorio dessa bactéria com extrato etandlico do bulbo de

Allium sativa, seguido pelo extrato de folhas de Azadiracta indica (Nim).

J & +Gentamicina 0 ug/mL
amelao 2-Casca- CH2CI240mg/mL
3-Casca- AcOEt 40mg/mL
4-Semente - CH2CI2 40mg/mL 1Gentamicina D pg/mL

Pimenta LMGV

40 - 5-Semente - AcOEt 40mg/mL 40 + 2-fruto/semente - CH2CI2 40mg/mL
6- Folha - AcOEt 40mg/mL a _
T 3%4 a 7-Folha-MeOH 40mg/mL = 35 3-fruto/semente - AcOEt 40mg/mL.
£ 30 - € 30
Q 251 Q 251 b
2 o
S 204 S 20
< 15 £ N
© 1 o 154
° k-] N
o2 104 ©° 10 A ‘\\
T £
5 54 \
0 0 : N :
1 2 3
Tratamentos Tratamentos
Manga Pimenta Rosa
+Gentamicina 0 png/mL +Gentamicina 0 ug/mL
- 2-folha - CH2CI2 40mg/mL 2-fruto/semente - CH2CI2 40mg/mL
_ 3-folha - MeOH 40mg/mL 40 4 3-fruto/semente - ACOEt 40mg/mL
£ 35 a 4-folha - AcOEt 40mg/mL T 351
£E 301 b £ 301
o
g 25 b § 25 1 b b
2 20 § 2 204
z 2 N
3 15 \ E s \
S 101 \ $
S 5 \ c T 5/ \
T
0 ~ : : 0 ‘ N ‘
1 2 3 4 1 2 3
Tratamentos Tratamentos

o Médias seguidas das mesmas letras nao diferem entre si, segundo o Teste Tukey (P<0,05).

Figura 1: Média do halo de inibicgdo (mm) do crescimento de Streptococcus
mutans para selegcado de extratos vegetais com agao antimicrobiana.

Apesar de promissores resultados observados para os extratos de manga,
Jamelao e aroeira-do-sertdo, nao foram ensaiados quanto ao método 1. Para a
avaliacdo da atividade antimicrobiana sobre S. mutans no bioensaio a seguir
(método 1), foram selecionados apenas o extrato em acetato de etila de
Capsicum annuum; FRA: DCAP+CAP; DCAP: dihidroxicapsaicina; CAP:

capsaicina e os analogos sintéticos da capsaicina: SA1, SA2, SA3 e SA4. Essa
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escolha se justifica pela alta demanda de tempo que exigiu o isolamento de
substancias com atividade antimicrobiana do extrato bruto de C. annuum,
diminuindo a disponibilidade de tempo para as demais analises.

Na anadlise da inibicdo do crescimento de S. mutans, observou-se que
houve diferencga significativa (P<0,05) entre as substancias padrées e os analogos
aos padrdes, como descrito na Figura 2 abaixo, sendo que SA6 apresentou halo
de inibigdo de 20,67 mm, seguido da DCAP (19,22 mm), CAP (16,22 mm), SA5
(16,33 mm) e SA3 (15,33 mm).

Streptococus mutans
40,00 -
a
35,00 -
T 30,00 -
E b
= 25,00 A bc
.8 bc
o bc bc
2 20,00 - bc cd
c cd
° cd
< 15,00 -
o d
£ 10,00 |
5,00 - §
0,00 -
Controle FRA  DCAP  CAP SA1 SA2 SA3 SA4 SA5 SA6 SA7
Tratamentos

* Médias seguidas das mesmas letras na linha ndo diferem entre si, segundo o teste Tukey (P<0,05). Legenda: Controle-
Gentamicina (10 pg/mL); FRA: DCAP+CAP; DCAP: dihidroxicapsaicina; CAP: capsaicina e os analogos sintéticos da
capsaicina: SA1, SA2, SA3, SA4, SA5, SA6 e SAT.

Figura 2. Média do halo de inibicdo (mm) do crescimento de Streptococcus
mutans para a capsaicina e seus analogos sintéticos.

Na avaliacdo da concentracdo minima inibitéria foi testado somente para S.
mutans que apresentou maior sensibilidade para todos os tratamentos quanto ao
halo de inibicdo do crescimento. Assim, sendo observou-se que o meio de cultura
utilizado era propicio para o desenvolvimento de S. mutans. A gentamicina inibiu
seu crescimento a partir de 62,5 yg/mL (Tabela 3, pag. 38). O extrato bruto de C.
annuum em acetato de etila inibiu o crescimento dessa bactéria a partir de 2,5
mgl/L.

Khan et al (1978), testaram o extrato bruto etandlico de E. natalensis,
contra o S. mutans, e obtiveram como concentracdo minima inibitéria 100 mg/mL.

Resultado superior obteve a autora deste trabalho com a mesma bactéria.
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Soares (2008), testando o extrato metandlico de Stryphnodendro
adstringens, sobre cepas de S. mutans, conseguiu concentragao minima inibitoria,
acima de 400 ug/mL, nado definido assim a concentragao ide inibicao ideal.

Quanto a FRA, e aos analogos sintéticos SA2, SA3 e SA4 a concentragéo
minima inibitoria foi de 2,5 pg/L. As substéncias DCAP e CAP apresentaram
valores de 1,25 ug/L e SA1 de 5 ug/L como concentragdo minima inibitoria.

Green et al (2008), testando derivados do acido anacardico (Anacardium
occidentale L.), conseguiram inibir o S. mutans em uma concentragcado de 0,78
pMg/mL do 6-(4°,8 -dimetilnonila) do acido salicilico, resultado perecido com o deste
trabalho para as substancias isoladas de Capsicum annuum.

As cepas das bactérias S. mutans e P. aeruginosa apresentaram
significativa (P<0,05) inibicdo do crescimento quando tratadas com o antibidtico
gentamicina (10 pg/mL), apresentando halo de inibicado média de 30,00 mm
quando comparados com E. coli que apresentou em média 18,11 (£ 0,5) mm
(Tabela 4, pag. 41). Quanto a E. faecalis, foi observada resisténcia ao antibiético
gentamicina, bem como a todos os tratamentos testados. Pode-se justificar esses
dados pelo fato de E. faecalis, em muitos casos apresentar multi-resisténcia a
antimicrobianos, sendo um dos principais microrganismos isolados de infecgdes
hospitalares (Trabulsi, 1999).

Resultado semelhante ao desse trabalho, mostraram Baratto, et al (2008),
quando testando extratos etandlicos de folhas de Mikania laevigata, nao
obtiveram halo de inibicdo em nenhuma das concentragdes testadas (1,25; 2,5;
10; 25; 50 e 100 mg/mL). Ferreira et al (2010), conseguiram inibir o E. Faecalis,
com extrato bruto etandlico de Aegiphila sellowiana na concentragdo de 200
pMg/mL.

Enfatiza-se que, E. coli nao apresentou significativa sensibilidade
(F=3790,99; P<0,05) medido pela inibicdo do halo de crescimento quanto aos
tratamentos testados, exceto pela sensibilidade a gentamicina, indicando que esta
cepa mostrou-se resistente aos outros tratamentos.

Quanto a E. coli, Carvalho, et al (2002), obtiveram inibigdo significativa
(media de halo de 15mm) com extratos de folhas e caule de Psidium guajava L.,
talvez porque usaram uma concentragdo de 100mg/mL, 50% superior a utilizada

nesse trabalho.
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Virtuoso et al (2008), testaram extratos brutos de lenho (177,9 mg/mL) e de
cortex (194,8 mg/mL), de Cereus jamacaru DC, sobre cepa de E coli, e obtiveram,
nestas concentragdes, (maiores do que no presente trabalho) 100% de inibigdo da
E. coli. Brito et al.,, (2007), em testes com extrato bruto de Mastruz, na
concentracdo de 8 mg/mL, comprovaram que este vegetal ndo tem nenhuma
acgao inibitoria sobre esta bactéria.

Quando se compara o efeito do extrato de C. annuum em acetato de etila
entre microrganismos, observa-se que somente S. mutans apresentou
sensibilidade (11,96 £ 0,35 mm). Cabe ressaltar que, a pimenta utilizada para a
elaboracao do extrato, foi obtida dos acessos UENF 1421 e UENF 1381 de C.
annuum. Considerando-se, ainda, a analise entre microrganismos, a fragdo do
extrato que contém dihidroxicapsaicina e capsaicina, ndo apresentou efeito
significativo (P<0,01).

Ainda na comparagdo entre microrganismos, observou-se que a
dihidroxicapsaicina, a capisaicina e seus analogos apresentam efeito significativo
(P<0,01) tanto para S. mutans quanto para P. aeruginosa. Portanto, pode-se
concluir que essas substancias presentes no extrato, apresentaram potencial
inibicdo do crescimento tanto para S. mutans, como P. aeruginosa, mas nao para
E. faecalis e E, coli, efeito também comprovado por Carvalho (2010), com extrato
de Capsicum annuum L.

Quanto ao fungo C. albicans, salienta-se que seus resultados ndo podem
ser comparados aos obtidos para bactérias testadas por motivo de alteracdes
metodolégicas quanto ao controle, pois nesse caso utilizou-se nitrato de
miconazol e ndo gentamicina (Tabela 4, pag. 41). Todavia, observou-se em
meédia 26,11 (x0,19) mm de halo de inibicdo de crescimento, quando a cepa foi
tratada com o fungicida nitrato de miconazol (50% v/v) e sensibilidade quando se
utilizou os analogos sintéticos da capsaicina, SA1 (1,89 £1,64 mm) e SA2 (9,55
10,50 mm).
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Tabela 4: Valores médios do halo (mm) de inibicdo do crescimento in vitro de
microorganismos da cavidade oral sob aplicagdo do extrato de pimenta
(Capsicum annuum), dihidroxicapsaicina, capsaicina e seus analogos sintéticos.

Microrganismos

Tratamentos  Teste F SM EF PA EC CA
Controle  1632,60* 30,00a - 30,00a 18,11b 26,11(x0,19)
EXT 3483,21* 11,96a - 0,00b 0,00b 0,00
FRA 3,83"™ 7,06 - 9,78 0,00 0,00
DCAP 152,33 15,30a - 9,89b 0,00c 0,00
CAP 81,40* 12,30a - 11,77a 0,00b 0,00
SA1  218,89* 16,20a - 1,89b 0,00b 1,89(+1,64)
SA2 24,73* 19,20a - 5,22b 0,00b 9,55(+0,50)
SA3  463,07* 13,96a - 10,11b 0,00c 0,00
SA4  801,80* 20,10a - 13,55b 0,00c 0,00

*P<0,01; ns-ndo significativo. Médias seguidas das mesmas letras na linha ndo diferem entre si, segundo o teste Tukey
(P<0,05). Legenda: Controle- Gentamicina (10 pg/mL), exceto para CA quando se usou nitrato de miconazol (50% v/v);
EXT: Extrato em acetato de etila de C. annuum; FRA: DCAP+CAP; DCAP: dihidroxicapsaicina; CAP: capsaicina e
analogos sintéticos da capsaicina: SA1, SA2, SA3 e SA4. SM: Streptococcus mutans; EF: Enterococus faecalis, PA-

Pseudomonas aeruginosa, EC: Escherichia coli e CA: Candida albicans (média + DP).

Analisando-se o halo de inibicao do crescimento de S. mutans observa-se
sensibilidade para todos os tratamentos testados (Figura 2, pag. 37). Tanto o
extrato de C. anuum (11,96 + 0,35 mm) como a fragdo que continha capsaicina e
dihidroxicapsaicina (7,06 £ 3,20 mm), apresentaram significativamente (P<0,05)
menor acgao inibidora em comparagao a capsaicina e aos seus analogos testados.
Esse fato se justifica pelo sinergismo entre substancias, que provavelmente estao
contidas no extrato.

Melo, et al (2006), em seu trabalho similar a este, conseguiram a mesma
inibicdo do S. mutans, sé que em uma concentragdo bem inferior de extrato da
casca do caule de Anacardium occidentale L., (12,5 mg/mL), concluindo que esta
planta tem maior efeito antibacteriano do que o extrato bruto de C. annuum.

Entretanto, o andlogo da capsaicina, N-(4’-hidroxi-3’-metoxibenzil)-
decanamida, codificada nesse estudo como SA4, apresentou significativamente
(P<0,05) menor halo de inibi¢ao (20,10 £ 0,17 mm) em comparagao a gentamicina
(30,00 + 0,00 mm), usada como controle, porém esse valor foi superior aos

demais tratamentos testados.
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Esses dados indicam a bioatividade dessas substancias de sintese, frente
a cepas de Streptococcus mutans e Pseudomonas aeruginosa, Gram-negativas;
ao passo que, o mesmo efeito n&o foi observado para as demais bactérias, gram-
negativas. O mecanismo de acdo antimicrobiano, mais comum, trata-se da
atividade sobre a estrutura da membrana citoplasmatica, desnaturando e
precipitando proteinas. Mais especificamente, atuam alterando a permeabilidade
por ions de hidrogénio (H") e potassio (K*) ou célcio (Ca™™), ocasionando perda do
controle quimiosmético intermembranar. Caterina et al. (1997) identificaram,
através de clonagem molecular, os receptores vanildides responsaveis pela
sensacao de calor. O mecanismo de agdo da ativagao desses receptores pelo
calor e pela capsaicina ocorre por meio da abertura de canais de calcio ndo
seletivos, que s&o altamente permeaveis ao célcio. ions hidrogénio e lipidios sdo
ativadores endogenos desses receptores, induzindo a uma excitagdo mantida e
prolongada.

A bactéria P. aeruginosa é facilmente encontrada no meio ambiente,
especialmente em solo e agua (Nicastro, 2009). Na cavidade oral esta presente
comumente em pacientes com periodontite (Castro et al., 2009).

Nesse estudo, observou-se que o crescimento de P. aeruginosa foi inibido
por todos os tratamentos, excetuando-se o extrato de C. annuum em acetato de
etila. Todavia, quando se testou a fragdo do extrato que continha capsaicina e
dihidroxicapsaicina evidenciou-se a bioatividade dessas substéncias (Figura 3,
pag. 43). A ndo ocorréncia de atividade inibidora no extrato original, e sim durante
o fracionamento do extrato, pode ser justificada por varias causas, inclusive pelo
sinergismo ou antagonismos quando ha combinagdo de substadncias em

diferentes concentragdes.
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Pseudomonas aeruginosa
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* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, segundo o Teste Tukey (F=44,28; P<0,05). Legenda: Controle:
Gentamicina (10 pyg/mL); EXT: Extrato em acetato de etila de Capsicum annuum (40 mg/mL); FRA: DCAP+CAP; DCAP:
dihidroxicapsaicina; CAP: capsaicina e analogos sintéticos da capsaicina: SA1, SA2, SA3 e SA4.

Figura 3: Média do halo de inibigdo do crescimento in vitro de P. aeruginosa sob
aplicagdo do extrato de pimenta (C. annuum), dihidroxicapsaicina, capsaicina e
seus analogos sintéticos.

Baratto, (2008), em seu trabalho com Pseudomonas aeruginosa e o extrato
bruto de Mikania laevigata na concentracdo de 100 mg/mL, uma concentrag&o
50% maior que a do extrato de C. annuum utilizado neste trabalho, ndo obteve
inibicao desta bactéria.

Cabe reforcar que, assim como ocorreu com S. mutans, a substancia SA4
também proporcionou redu¢do no crescimento de P. aeruginosa (13,55 £ 1,07
mm) nao diferindo (P<0,05) da capsaicina (11,77t 1,50 mm), conforme pode ser
visto na Figura 3. Por sua vez, a dihidroxicapsaicina (9,78t mm), nédo diferiu
(P<0,05) da substéancia SA3 (10,11 £ 0,19 mm). Em sua esséncia, esses valores
indicam a sensibilidade de P. aeruginosa quando tratada com essas substancias.

Ao comparar os tratamentos testados sobre o fungo C. albicans, conforme
mostrado na Figura 4, pag. 44, destacou-se a agéo inibidora do fungicida nitrato
de miconazol (50% v/v), que foi em média de 26,11 (0,19 mm) e a sensibilidade
as substancias SA1 (1,89 + 1,64 mm) e SA2 (9,55 + 0,50 mm).
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Candida albicans
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. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, segundo o Teste Tukey (F=696,92; P<0,05). Legenda:
Controle- Nitrato de miconazol (50%, v/v); EXT: Extrato em acetato de etila de Capiscum annuum (40 mg/mL) FRA:
DCAP+CAP; DCAP: dihidroxicapsaicina; CAP: Capsaicina e analogos sintéticos da capsaicina: SA1, SA2, SA3 e SA4.

Figura 4: Média do halo de inibicdo do crescimento in vitro de C. albicans sob
aplicacdo do extrato de pimenta (Capsicum annuum), dihidroxicapsaicina,
capsaicina e seus analogos sintéticos.

Samie et al (2005), em seu trabalho com extrato bruto de Annona
senegalensis conseguiram uma concentracdo minima inibitéria maior que 12
mg/mL sobre o Streptococcus mutans. Neste trabalho, a concentracdo minima
inibitéria do extrato bruto de Capsicum annuum obtida sobre a mesma bactéria,
foi de 2,5 mg/mL, demonstrando assim maior efeito antibacteriano.

More et al (2008), testando o extrato bruto de Anonna senegalensis sobre o
Streptococcus mutans, obtiveram como concentracdo minima inibitéria, 12,5
mg/mL, resultado também maior do que o obtido neste trabalho.

Ferreira et al. (2010), em seu trabalho com extratos vegetais de Aegiphila
sellowiana, (1 mg/mL) sobre S. mutans (método de diluicdo em caldo),
conseguiram inibicdo maior que no presente trabalho com extrato de Capsicum
annuum (2,5 mg/mL). A diferenga talvez seja pela diferengca de metodologia, ja

que neste trabalho foi utilizado o método de difusao em agar.
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6. CONCLUSAO

As cepas utilizadas de Enterococcus faecalis e Echerichia coli ndo séao
inibidas pelo extrato bruto de Capsicum annuum, Mangifera indica, Schinus
terenbintifolius e Eugenia jambolana, capsaicina e dihidroxicapsaicina, ou pelos
analogos estudados. As cepas testadas de Pseudomonas aeruginosa foram
sensiveis a capsaicina e ao seu analogo sintético SA4 (N-(4-hidroxi-3’-
metoxibenzil)-decanamida).

O fungo Candida albicans (ATCC 36801), também nao foi inibido por
nenhum dos tratamentos acima citados. Ao avaliar a atividade antimicrobiana dos
extratos e substancias testados, observou-se que estes tratamentos inibiram
significativamente o Streptococcus mutans, principal bactéria causadora da carie
dental. Os andalogos sintéticos da capsaicina SA2 e SA4, bem como a
dihidroxicapsaicina, apresentam efeito antimicrobiano satisfatério sobre o

Streptococcus mutans.
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